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268. Zur Rolle des Paliclavins in der Biosynthese 
der Ergot-Alkaloide 
81. Mitteilung iber Mutterkornalkaloide [1] 


von Werner Acklin, Theo Fehr und Paul Albert Stadler 
Sandoz AG., Pharma Departement, Chemische Forschung, Basel 


Herrn Dr. A. Hofmann zum 70. Geburtstag gewidmet 
(8. X. 75) 


The Réle of Paliclavine in the Biosynthesis of Ergot Alkaloids. Summary. Feeding 
of (N-14CHg]-paliclavine to submersed cultures of Claviceps paspali Stevens ef Hall and to 
surface cultures of the ergot fungus from Pennisetum typhoideum Rich. has shown that paliclavine 
is not involved in the biosynthesis of either the ergolene carboxylic acids or the tri- and tetra- 
cyclic clavines. 


Der biosynthetische Aufbau des tetracyclischen Ergolingeriistes der Ergot-~Alka- 
loide aus L-Tryptophan (1), (3R)-Mevalonsdure (2) und der Methylgruppe von 
Methionin (3) ist in seinen Grundziigen bekannt [2] (vgl. Schema 7). 
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Die biosynthetische Sequenz verlauft tiber die Zwischenstufen des Dimethylallyl- 
tryptophans (8) [3] und des Chanoclavins-I (9) [4-6] und enthalt iiberraschender- 
weise zwei cis-trans-Isomerisierungen der allylischen Doppelbindung [6] [7]. Die dies- 
beziiglichen Befunde sind im Schema 2 zusammengefasst (vgl. [2]). 

Wie erst kiirzlich eindeutig nachgewiesen wurde (8], erfolgt der erste Isomerisie- 
rungsschritt beim Ubergang 8 > 9. Zur mechanistischen Deutung dieses ungew6hn- 
lichen Biosyntheseweges wurde seinerzeit [9] ein hypothetisches Schema (vgl. Sche- 
ma 3) vorgeschlagen, in welchem beide Isomerisierungsschritte auf Allylumlage- 
rungen zuriickgeftthrt wurden. 

Die im Schema 3 postulierte Zwischenstufe 15 gewann unerwartet an Aktualitat 
durch die kiirzlich beschriebene [10] Isolierung und Konstitutionsaufklarung von 
Paliclavin (17), dem 9-Epimeren von 15. Die Tatsache, dass mit der Isolierung von 
Paliclavin (17) das Auftreten eines Allylumlagerungsproduktes von Chanoclavin-I 
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(9) in einer Claviceps-Kultur nachgewiesen worden ist, bewog uns, seine Rolle in der 
Biogenese der tetracyclischen Clavine zu tiberpriifen, obwohl einige neuere Befunde 
[2] nur schwer mit der in Schema 3 formulierten Einstufung von Paliclavin (17) oder 
9-epi-Paliclavin (15) als unmittelbare Vorlaufer von Agroclavin (4) in Einklang zu 
bringen sind. 
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Erleichtert wurde dieser Entschluss durch die leichte Zugdnglichkeit eines radio- 
aktiv markierten Paliclavins (17*) (vgl. vorangehende Arbeit [1] und Schema 4). 


Schema 4 
OH OH 
a oO 
“NH. ag 
oY) 
CH.J N=N. 
Hn—! bs HN—! Roo “coor HN 
9 16" 9* 17" 


Methylierung von Chanoclavin-I (9) mit MCH3J ergab [N-14CH3]-N-Methyl- 
chanoclavin-I (16*). Dieses liess sich direkt, d.h. ohne Schutz der allylischen Hydro- 
xylgruppe, mit Azodicarbonsdure-didthylester in guter Ausbeute zu [N-!4CHs]- 
Chanoclavin-I (9*) desmethylieren. Die radiochemische Ausbeute bezogen auf Metbyl- 
jodid betrug ca. 25% unter Annahme eines nicht diskriminierenden Verlaufes der 
Desmethylierung. Saurekatalysierte Photoisomerisierung von [N-!4CHs3]-Chanocla- 
vin-I (9*) lieferte neben 10% Edukt 56% [N-!“CHs]-Paliclavin (17*). 

Bei der Planung der Einbauversuche war zu beriicksichtigen, dass die aus Griin- 
den der synthetisch einfachen Realisierbarkeit gewahlte Markierung der N-Methyl- 
gruppe in 17 biologisch nicht unbedingt stabil ist (Méglichkeit der biologischen Ent- 
methylierung und Einbau iiber die nicht mehr markierte Desmethylverbindung). Es 
ist aber schon lange bekannt [9], dass weder N-Desmethyl-agroclavin noch N-Des- 
methyl-elymoclavin als Vorlaufer verwertet werden. In jiingster Zeit wurde gezeigt 
[11], dass auch N-Desmethyl-chanoclavin-I nicht eingebaut wird. 

Eine sichere Kontrollméglichkeit diesbeziiglich ergab sich aus dem parallelen 
Einbau von [N-4CHs]-Paliclavin (17*) und [N-4CH3]-Chanoclavin-I (9*) genau 
gleicher spezifischer Aktivitét unter identischen Bedingungen. Zur Verfiigung stan- 
den Submers-Kulturen von Claviceps paspali M 50 [12], die als Hauptalkaloid ca. 
3 g/l Paspalséure (6) produzieren, sowie Oberflachen-Kulturen des Pennisetum- 
Stammes J 13 [13], welche als Hauptalkaloide je ca. 200-300 mg/l Agroclavin (4) und 
Elymoclavin (5) produzieren. Diese Unterschiede in der zu erwartenden endogenen 
Verdtinnung wurden bei der Wahl der Menge Vorlaufer beriicksichtigt (vgl. exper. 
Teil). Die Resultate dieser Einbau-Versuche sind in den Tabellen 1 und 2 zusammen- 
gefasst. 

Die Einbauraten (ER.) sind auf den jeweils kolorimetrisch bestimmten Alkaloid- 
gehalt der Kontrollkulturen normiert. Sie ergeben daher fiir den Chanoclavin-Ein- 
bau minimale, fiir den Paliclavin-Einbau aber maximale Werte im Falle des Penni- 
setum-Stammes (Tab. 2), da die effektiv isoliertten Alkaloid-Mengen im Falle von 
Chanoclavin-I (9*) tiber, im Falle von Paliclavin (17*) aber deutlich unter dem Mit- 
telwert der Kontrolle lagen. Am Paspalum-Stamm konnte kein Unterschied in der 
Alkaloidproduktion festgestellt werden. 

Den Resultaten ist folgendes zu entnehmen: 1. [N-!4CHg3]-Chanoclavin-I (9*) 
wird sowohl in Paspalsdure als auch in Clavine mit Raten eingebaut, die z.T. deut- 
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Tabelle 1. Einbauversuche am Paspalum-Stamm (je 100 ml Kultur) 


Vorlaufer ipm total Sdure 4) % spez. ER.») % ER.) ¢) 
appliziert ipm/mg 
a 
9* 1,1 - 10? 2,4 108 0,22 3,2 
17* 1,1 - 107 26 2+10-3 3-10-2 
bid 2,2 -10? 7,3 + 108 0,68 7,2 
17* 2,2 -107 36 4°10-3 4-102 


®) Isoliert und gemessen als Lysergsdure (7). 
b) ER. = Einbaurate, spez. ER. = spezifische Einbaurate. 
¢) Berechnet aus kolorimctrisch bestimmtem Gehalt der Kontrollkulturen. 


Tabelle 2. Einbauversuche am Pennisctum-Stamm (jc 4mal 100 ml Kultur) 


Vor- ipm total Agroclavin (4) Elymoclavin (5) % ER.§) 


laufer appliziert ipm/mg % spez.ER. ipm/mg % spez. ER. 
9* 1,1 - 107 3,2 +104 2,9 1,2-104 1,1 20 
17* 1,1 - 10? 14 6,3 - 10-4 7 3,2 - 10-4 10-2 


*) Berechnet aus kolorimetrisch bestimmtem Durchschnittsgehalt von 5 Kontrollkulturen. 


lich héher liegen als die unter vergleichbaren Bedingungen bisher gefundenen [6] [9]. 
Damit ist bestatigt, dass Chanoclavin-I (9) nicht itiber die N-Desmethylverbindung 
eingebaut wird [11]. 2. [N-4CHs3]-Paliclavin (17*) wird nicht verwertet. 

Nachdem Paliclavin (17) als Vorlaufer der tetracyclischen Clavine und der 
Paspalsdure ausscheidet, bleibt die Frage nach seiner biogenetischen Herkunft und 
seiner eventuellen Beziehung zu seinen Strukturisomeren, den stereoisomeren Chano- 
clavinen offen. Im speziellen untersuchten wir deshalb im folgenden, ob 1. Palicla- 
vin (17) aus Chanoclavin-I (9), 2. Isochanoclavin-I (10) aus Paliclavin (17) und 3. 
Isochanoclavin-I (10) aus Chanoclavin-I (9) entsteht. 

Zur Kontrolle der Methodik (vgl. exper. Teil) wurde auch der Ubergang 17 > 9 
gepriift, der aufgrund der oben diskutierten Ergebnisse a prior: auszuschliessen ist 
(«Blindwert-Bestimmung»). Die Resultate sind in Tabelle 3 zusammengestellt. 


Tabelle 3. Isolierung der Nebenalkaloide 


Vor- Stamm isolierte End- fb) (max.) spez. 
laufer ®) Ver- Aktivitat Aktivitat unverd. 
bindung ipm/mg ipm/mg 
17* Paspalum 10 <3 50 (< 150) 
17* Paspalum 9 39 6 (240) 
17* Pennisetum 10 <10 20 (< 200) 
Q* Pennisetum 10 58 200 1,2 - 104 
9* Paspalum 17 17 10 (170) 
g* Pennisetum 17 25 ca. 10 (ca. 250) 


i i a 
2) Spez. Aktivitat = 1,1 - 106 ipm/mg. 

b) f = Verdiinnungsfaktor bei der Reinigung. 

Cee ee a ee 
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Da bei Nebenprodukten einer biosynthetischen Kette die totalen Einbauraten 
keine Vergleichsbasis bilden, kénnen nur die spezifischen Aktivitaten als Kriterium 
herangezogen werden. Danach wird Paliclavin (17) weder in 9 und/oder 10 umge- 
wandelt, noch entsteht es aus 9. Einzig der Einbau von Chanoclavin-I (9) in Iso- 
chanoclavin-I (10) steht fest. 

Die vorliegenden Befunde schliessen eine zentrale Rolle von Paliclavin (17) in der 
Biosynthese der Ergot-Alkaloide aus. Auch als Vorlaufer der Chanoclavin-Isomeren 
scheidet 17 aus. Da es weder aus Chanoclavin-I (9) noch aus Isochanoclavin-I (10) 
entstehen kann, dtirfte im biologischen Aufbau der Ergot-Alkaloide die Abzweigung 
zum Paliclavin (17) vor der Bildung von Ring C stattfinden. Eine Hypothese zur 
Entstehung von 17 ist im Schema 5 wiedergegeben. 


Schema 5 


Die Formulierung des Reaktionsweges tiber Hydroperoxide (vgl. 18 und 20) er- 
folgt in Anlehnung an [8]. Das Epoxid 21 ist schon von Thomas [2a] als hypothe- 
tische Zwischenstufe fiir die Biogenese von 9 vorgeschlagen worden. Der Reaktions- 
folge in Schema 5 liegen zwei nicht bewiesene, aber nachpriifbare Annahmen zu- 
grunde: 1. Das C(10)-Wasserstoffatom (Hg) in 17 stammt wie bei den iibrigen Clavi- 
nen aus dem 5-pro-S-Wasserstoffatom der Mevalonsdure [14], 2. die C-Methyl- 
gruppe in 17 aus dem C(2) der Mevalonsdure. Unter diesen Voraussetzungen lasst sich 
der Weg zu Paliclavin (17) als friihe Sackgasse auf der an Abzweigungen reichen bio- 
synthetischen Strasse zu den tetracyclischen Ergot-Alkaloiden verstehen. 


Experimenteller Teil 


Allgemeines. Smp. in offenen Kapillaren auf Apparat nach Totiol:, korrigicrt. Diinnschicht- 
chromatographie (DC.) auf Kieselgel Fertigplatten oder Kieselgel Alufolien mit Tluoreszenz- 
indikator 254/366 der Firma Woelm, Eschwege. DC.-Systeme: A = Chloroform/Methanol/konz. 
Ammoniak (25proz. Merck) 80:18:2; B = Chloroform/Methanol 95:5, ges. mit NHs-Gas; C = 
Chloroform/Methanol 2:1 plus 2% 2n Ammoniak-Lésung. Entwicklung der Flecken mit UV.- 
Fluoreszenz und/oder mit van Urk-Reagens und Nachbehandlung mit nitrosen Gasen oder UV.- 


-HELVETIcA Cuimica Acta — Vol. 58, Fasc. 8 (1975) — Nr. 268 2497 


Licht (254 nm). Praparative Schichtchromatographiec ( prap. SC.) auf prap. SC.-Fertigplatten 
Kieselgel 60 F-254, 2 mm, der Firma Merck. Saulenchromatographie an Kieselgel 60 (Merck), 
0,063-0,2 mm. 

Ubliche Aufarbeitung bedeutet: Giessen auf 10-20 ml Wasser, extrahieren mit 3mal 50 ml 
Methylenchlorid oder Chloroform/2-Propanol 7:3 aus Wasser, trocknen mit MgSOq, eindampfen 
im Rotationsverdampfer (RV.) und trocknen im Hochvakuum (HV.). 

Radioaktivitatsmessungen: Spezifische Aktivitat in ipm/mg gemessen an Proben von ca. 
1 mg (Einwaage mit Cahn-Elektrobalance) mit Nuclear Chicago Scintillation Mark-I-Apparat. 
Korrigiert far Léschung und Nulleffekt (interner Standard). Messausbeute ca. 75%. Fehler der 
Einzelmessung unter 5%. Zur Messmethodik vel. [15]. 


% Einbaurate = 100 x total isolierte Aktivitat/ total applizierte Aktivitat, im Text als % ER. 
abgekiirzt, entspricht einer radiochemischen Ausbeute im Einbauversuch. 


% spezifische Einbaurate = 100 x spez. Aktivitat des Produktes/ spez. Aktivitat des Vor- 
laufers, im Text als % spez. ER. abgekirzt, entspricht der inversen biologischen (endogenen) 
Verdiinnung. 

[N-l4C H3]-N-Methyl-chanoclavin-I (16*). 105 mg (0,41 mmol) Chanoclavin-I (9) gelést in 
2 ml absolutem DMF, versetzt mit 160 mg KsCO3 und mit Magnetrihrer bei RT. gerithrt. Dazu 
58 mg (0,408 mmol) 4CHsJ (2 mCi, spez. Aktivitat 4,9 mCi/mmol), mit 6mal 0,5 ml DMF direkt 
aus der gekiihlten Ampulle ins Reaktionsgefass pipettiert. Nach 4 Std. Rihren bei RT., Zugabe 
von 5,5 mg (0,04 mmol) inaktivem Methyljodid in 0,09 mi Dimethoxyathan. Nach insgesamt 
51/2 Std. gab tibliche Aufarbeitung 123 mg Rohprodukt. DC.: ca. 95% N-Methyl-chanoclavin (16) 
und 5% Chanoclavin (9); Rohprodukt verdinnt mit 111 mg (0,41 mmol) inaktivem N-Methy]l- 
chanoclavin-I (16) und umkristallisiert aus Aceton ergab farblose Kristalle (7,5 - 106 ipm/mg; 
radiochemische Ausbeute ca. 50%}. Man vereinigte Kristallisat und Mutterlauge und verwendete 
den gut getrockneten Schaum (219 mg 16*) dirckt fiir die Desmethylierung. 

[N-14C H3]-Chanoclavin-I (9*). 219 mg (0,82 mmol) [N-14CH3]-N-Methyl-chanoclavin (16*) 
gelést in 8 ml abs. THF, versetzt mit 170 mg (0,98 mmol) Azodicarbonsaure-diathylester in 2 ml 
THF und wahrend 16 Std. bei 17° gerithrt. Nach Zugabe von 10 ml 4n Weinsdure, kurzem Um- 
rahren, Giessen auf 10 ml Wasser und iiblicher Aufarbeitung isolierte man 221 mg (100%) Basen, 
laut DC. ca. 80proz. an Chanoclavin-I (9). Nach Entfarben mit Norit in Methanol und verdinnen 
mit 220 mg inaktivem Material, ergab mehrmalige Kristallisation aus Methanol 99 mg reinstes 
[N-14CH3]-Chanoclavin-I (9*) (1,10 + 0,05 - 108ipm/mg?), ca. 0,67 wCi/mg entsprechend), das fir 
die Einbauversuche verwendet wurde. Aus den Mutterlaugen konnten insgesamt 285 mg Chano- 
clavin-I (9*) der gleichen spez. Aktivitat gewonnen werden. Radiochemische Ausbeute also 57%, 
unter Annahme cines nichtdiskriminierenden Verlaufs der Desmethylierung. 


[N-MCHs]-Paliclavin (17*). 285 mg [N-14CH3]-Chanoclavin-I (9*) gelést in Mischung von 
35 ml Dioxan, 40 ml Wasser und 2 mi konz. H2SO4, mit NK 6/20-Lampe 17 Std. unter Argon be- 
strahit. Ubliche Aufarbeitung gab 292 mg Basen, die an 110 g Kieselgel mit Chloroform/Methanol/ 
konz. Ammoniak chromatographiert wurden (Fr.?) zu 5 ml): Fr. 1-157: 37 mg apolare Verbindun- 
gen (8 - 105 ipm/mg); Fr. 158-179: 30 mg Chanoclavin-I (10%) (1,1 - 108 ipm/mg); Fr. 180-190: 
leer; Fr. 191-234: 160 mg Paliclavin (56%) (1,1 - 106ipm/mg); Fr. 235-400: 6 mg Paliclavin und 
polares Materiz! (1,2 - 108 ipm/mg). Mehrfache Kristallisation aus Aceton und Aceton/Isopropyl- 
ather gab insgesamt 114 mg reinstes Paliclavin (17*) (1,10 + 0,02 - 108 ipm/mg )), das far die 
Einbauversuche verwendet wurde. 

Einbauversuche am Paspalum-Stamm. - Aligemeines. 10 frisch geimpfte 100 ml-Erlen- 
meyer-Kulturen des Stammes M 50 bei 24° und 200 rpm in «Gallenkamp Ovbital Incubator» ge- 
schittelt. Am 4. Tag Substanzzugabe. Am 6. Tag Aufarbcitung ciner Kontroll-Kultur (Kolori- 
metrisch: 55 mg Alkaloide pro 100 m1; isoliert: 57 mg rohe Paspalséure). Am 10. Tag Aufarbei- 
tung der zweiten Kontroll-Kultur (Kolorimetrisch: 108 mg Alkaloide; isoliert: 129 mg rohe 
Saure). Kolorimetrischer Gehalt nach 12 Tagen: 150 mg, nach 17 Tagen: 216 mg. 


Einbau von (N-14CH3]-Chanoclavin-I (9*). 10 bzw. 20 mg Chanoclavin-I (9*) (1,1 - 10? bzw. 
2,2 +107 ipm total) gelést in 1,0 bzw. 2,0 ml 0,1N Bernsteinsaure, durch Millipore-Filter (« Swinnex- 
1} Mittel aus 10 Einzelmessungen an sublimierten Proben verschiedener Kristallisate. 
2) Fr. = Abkirzung fir Fraktion(en). 
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Aufsatz») steril filtriert und direkt mit Injektionsnadel zu je einer Kultur gegeben. Nachspiilen 
mit 1 ml 0,1" Bernsteinsdéure und 2 ml Wasser. 


a) Am 11. Tag die Kultur der 10-mg-Zugabe von Mycel befreit, Filtrat und Waschwasser 
(total 200 ml) auf Séule von 50 ml Dowex-50 X-8 (100-200 mesh, H+-Form) gegeben und mit ins- 
gesamt 500 ml Wasser gewaschen. Eluieren der Alkaloide mit 2,5proz. wasserigem Ammoniak 
lieferte 154 mg rohe Paspalsdure (6) (1800 ipm/mg); 6 gelést in 2 ml 1n NaOH, kurz erwarmt und 
mit ZN Essigsdure auf pH 4,5-4,7 eingestellt, Niederschlag in ammoniakalischem Methanol auf- 
genommen und kristallisiert gab 32 mg Lysergsdure (7) (2,5 - 103 ipm/mg); zweite Kristallisation: 
19 mg (2,4 - 108 ipm/mg). Weiteres Eluieren der Séule mit 12,5-25proz. wdsserigem Ammoniak 
lieferte noch 4 mg Clavine: (2,2 - 104 ipm/mg). 

b) Am 17. Tag wurde die 20-mg-Kultur genau gleich aufgearbeitet. Von Ionenaustauscher- 
Saule eluiert 350 mg rohe Paspalsdure (6) (3,8-103 ipm/mg). Nach NaOH-Behandlung und 
Kristallisation der Lysergsdure (7): 5,1 - 103 ipm/mg. Nach 1. Kristallisation aus Methanol/Am- 
moniak: 7,5 - 103 ipm/mg, nach 2. Kristallisation: 7,3 - 103 ipm/mg. Weiteres Eluieren der Saule 
lieferte noch 17 mg Clavine (3,3 + 105 ipm/mg). 

Einbau von [N-14CH¢]-Paliclavin (17*). Parallel zum Chanoclavin-I-Einbau durchgefithrt 
und genau wie dort beschrieben, mit folgenden Resultaten: 


a} 10-mg-Ansatz (11 Tage) ergab 190 mg rohe Paspalsdure (6) (90 ipm/mg); aus 6 Lysergsdure 
(7) hergestellt (35 ipm/mg), aus Methanol/Ammoniak umkristallisiert: 26 ipm/mg; Clavine: 4 mg 
(1,7 - 105 ipm/mg), Chanoclavin-I (9) und Paliclavin (17) enthaltend; 13 mg (7,6 - 105 ipm/mg), 
u.a. Paliclavin (17) enthaltend. 

b) 20-mg-Ansatz (17 Tage) ergab 318 mg rohe Paspalsdure (6) (180 ipm/mg); aus 6 Lyserg- 
sure (7) hergestellt (93 ipm/mg); 1mal umkristallisiert: 38 ipm/mg; 2mal umkristallisiert: 
36 ipm/mg; Clavine: 16 mg (5,4- 105 ipmj/mg) Paliclavin (17); 17 mg (3,7 - 105 ipm/mg), u.a. 
Paliclavin (17) und Chanoclavin-I (9) enthaltend. 


Einbauversuche am Pennisetum-Stamm. — Allgemeines. 14 frisch geimpfte 100-ml- 
Fernbach-Kulturen des Stammes J 13 bei 24° in Standkultur angezichtet. Am 9, Tag Substanz- 
zugabe zu 4-+4 Kolben. Alle Kulturen waren gleichmassig weiss iiberwachscn, Lésung rosa. 
Von nun an alle Kulturen taglich gleichzeitig wahrend 30 Min. mit Magnetrihrer umgewdlzt. 
Am 28. Tag kolorimetrisch bestimmter Alkaloidgehalt: 49,2 mg/Kolben (Mittel aus 5 Kontroll- 
kulturen). Am 31. Tag eine Kontrollkultur aufgearbeitet, ergab nach Filtration durch 10 g Kie- 
selgel mit Chloroform/Methanol/konz. Ammoniak 80:19:1 total 31 mg Clavine. 

Einbau von [N-14CHs]-Chanoclavin-I (9*). 20 mg Chanoclavin-I (9*) (2,2 - 10? ipm total) ge- 
lést in 10 ml 0,1N Bernsteinsdure und mit Swinnex-Spritze verteilt auf 4 Fernbach-Kolben: 
Nr. 1: 1 ml bzw. 2 mg (2,2 - 106ipm); Nr. 2: 2 ml bzw. 4 mg (4,4 -108ipm); Nr. 3: 3 ml bzw. 6 mg 
(6,6 + 108 ipm); Nr. 4: 4 ml bzw. 8 mg (8,8 - 10% ipm). 

Nach total 32 Tagen Wachstum (davon 23 Tage mit Vorlaufer) zeigte DC.-Kontrolle der 
Kulturen, dass alle qualitativ und semi-quantitativ dieselbe Alkaloid-Vertcilung aufwiescn wie 
die Kontrolle. Die 4 aktiven Kulturen (alle pH = 6,3) zusammen durch viel Hyflo Super Cel 
klar filtriert (Kulturen stark durchwachsen, schleimig, Mycel bordeauxrot, Kulturfiltrat dunkel- 
braun). Mycelschwamme mit 200 ml 0,5N Weinsdure ausgeriihrt und abgenutscht. Gesamt- 
filtrat (1 1) auf Saule von 50 ml Lewatit S-100 (H+-Form) aufgetragen, nachwaschen der Saule 
mit 11 Wasser und mit 200 mi Methanol. 

Erschépfendes Eluieren der Alkaloide mit total 400 ml Methanol/konz. Ammoniak 1 :1, Ein- 
engen und Extrahieren mit Methylenchlorid/2-Propanol 8:2 lieferte 263 mg Rohalkaloide (4,4 °104 
ipm/mg). 

263 mg Rohalkaloide chromatographiert an 105 g Kieselgel mit Chloroform/Mcthanol/konz. 
Ammoniak 94:7:1 lieferte in dieser Reihenfolge: 94 mg Agroclavin (4) (davon 74 mg Spitzen- 
fraktion), 89 mg Elymoclavin (5) (davon 46 mg Spitzenfraktion), 14 mg Chanoclavin-I (9) und 
11 mg diverse Clavine. 

74 mg Agroclavin (4) (3,8 - 104 ipm/mg) aus Aceton zur konstanten Aktivitat kristallisicrt: 
3,20 + 0,02 - 104ipm/mg; Einbaurate: 13,7%, spez. Einbaurate: 2,9%. 

46 mg Elymoclavin (5) (1,2 - 104 ipm/mg) aus Methanol zur konstanten Aktivitat kristalli- 
siert: 1,20 + 0,01 - 104ipm/mg; Einbaurate: 4,9%, spez. Einbaurate: 1,1%. 
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Einbau von [N-4CH3]-Paliclavin (17*). Parallel zam Chanoclavin-Einbau durchgefihrt und 
genau wie dort beschrieben mit folgenden Resultaten: 100 mg Rohalkaloid (6,4 + 104 ipm/mg) 
isoliert, Chromatographie an 40 g Kieselgel mit Chloroform/Mcthanol/konz. Ammoniak. 92:7:1 
leferte in dieser Reihenfolge: 28 mg Agroclavin (4), 26 mg Elymoclavin (5), 5 mg Chanoclavine, 
12 mg Paliclavin (17) und 12 mg Paliclavin und polare Produkte. 

25 mg Agroclavin (4) (4-103 ipm/mg) verdiinnt mit 23 mg inaktivem Material, 3mal um- 
kristallisiert aus Aceton ergab 8 mg (6,9 ipm/mg). Einbaurate: 1,6 -10-3%, spez. Einbauraie: 
6,3 - 104%. 

23 mg Elymoclavin (5) (2,7 - 103 ipm/mg) verdannt mit 23 mg inaktivem Material, 3mal um- 
kristallisiert aus Methanol gab 14 mg (3,5 ipm/mg). Einbaurate: 0,8 -10-§%, spez. Einbaurate: 
3,2 + 10~4%. 


Isolierung der Nebenalkaloide. — Allgemeines. Zunadchst wurden die insgesamt 12 aus 
den 4 Einbauversuchen mit Chanoclavin-I und Paliclavin stammenden Fraktionen, welche die 
Nebenalkaloide enthielten, in den 3 DC.-Systemen A, B und C analysiert und mit Hilfe eines 
Berchtold-Radio-DC.-Scanners die Aktivitatsvertcilung untersucht. Auffalligstes Ergebnis be- 
ziiglich Paliclavin war die schon bei der Sdulenchromatographie der Rohalkaloide festgestelite 
Verschmierung der Radioaktivitat als: Folge der Zersetzung, wobei eine deutliche Konzentration 
am Start und an der Front der Chromatogramme festgestellt wurde. Keine von Paliclavin aus- 
gehende Umwandlung war nachweisbar. Beziiglich Chanoclavin-I konnte eindeutig der Einbau 
in Elymoclavin sichtbar gemacht und Hinweise auf einen Ubergang in Isochanoclavin-I und N- 
Desmethylchanoclavin-I gewonnen werden. Diese Voruntersuchungen bestimmtcn die Wahl 
der Fraktionen, welche als Ausgangsmaterial fir die Isolierung der interessierenden Verbindun- 
gen dienten. 


Isochanoclavin-I (10) und Chanoclavin-I (9) aus Fiitterung von (N-4*CH3|-Paliclavin (17*) am 
Paspalum-Stamm. Die Clavinfraktionen aus dem entsprechenden Einbau (17 mg, 3,7 - 105 ipm/ 
ing), bestehend aus ca. 60% Paliclavin (17), 35% Elymoclavin (5), 34% Chanoclavin-I (9), und 
1-2% Isochanoclavin-I (10), auf einer DC.-Fertigplatte ohne UV.-Indikator im System C auf- 
getrennt. Nach Entwickeln der Randstreifen mit van Urk-Reagens ergab Eluicren der ausge- 
kratzten Chanoclavin-I- bzw. Isochanoclavin-I-Zone 2 mg Chanoclavin-I (9) bzw. 1 mg Iso- 
chanoclavin-I (10). Letzteres verdiinnt mit 10 mg inaktivem Material, 3mal umkristallisiert und 
nochmals 5fach verdiinnt ergab nach einer weiteren Kristallisation praktisch inaktives Isochano- 
clavin-I (10) (<3 ipm/mg). Zur Kontroile 2 mg Chanoclavin-I (9) ebenfalls verdinnt (6fach) und 
2mal umkristallisiert: 39 ipm/mg. 


Isochanoclavin-I (10) aus Einbau von [N-4CH3]-Paliclavin (17*) am Pennisetum-Stamm. 
5 mg entsprechende Clavinfraktion (4 - 104 ipm/mg), bestehend aus ca. 80% Chanoclavin-I (9), 
5-10% Elymoclavin (5) und je ca. 1-2% Isochanoclavin-I (10) und 2 weiteren unbekannten 
Produkten, auf einer DC.-Alufolie im System C getrennt, nach UV.-Lokalisierung Isochanoclavin- 
I-Zone mit Schere herausgeschnitten und im Durchlaufverfahren durch absteigende Chromato- 
graphie in einer normalen DC.-Trennkammer mit Chloroform/Methanol 9:1, ges. mit NH3-Gas 
aus 50 ml Messzylinder, eluiert, ergab ca. 500 y Isochanoclavin-I (10}. Verdiinnt mit 10 mg in- 
aktivem Material gab nach 3 Kristallisationen praktisch inaktives Material (<10 ipm/mg). 


Isochanoclavin-F (10) aus Einbau von [N-\4CHs3)-Chanoclavin-I (9*), am Pennisetum-Stamm. 
40 mg entsprechende Fraktion (105 ipm/mg), bestehend aus ca. 50% Elymoclavin (5) 40% Chano- 
clavin-I (9) und je 1-5% Isochanoclavin-I (10), Chanoclavin-II (11) und zwei weiteren Unbe- 
kannten, auf einer prap. SC.-Platte im System C getrennt. Isochanoclavin-I-Zone (3 mg, beste- 
hend aus je ca. 1 mg Chanoclavin-I (9), Isochanoclavin-I (10) und sog. «Isochanoclavin-II» noch- 
mals getrennt auf DC.-Alufolie ergab ca. 500 y Isochanoclavin-I (10). Verdinnt mit 10 mg in- 
aktivem Material, 3mal kristallisiert, HV.-sublimiert, nochmals 5fach verdiinnt und wieder 2mal 
umkristallisiert gab 6,4 mg (125 ipm/mg, entsprechen unverdinnt 1,25 - 104 ipm/mg). Daraus 
Fumarat hergestellt durch Zugabe von 1,28 ml Lésung von 11,6 mg Fumarsdure in 10 m) Aceton 
zur Aceton/Methanol-Lésung des Alkaloids. Spontan kristallisierendes Fumarat (Smp. 199-200° 
(Zers.)) 3mal aus Methanol umkristallisiert, 1:1 verdinnt mit inaktivem Fumarat und noch 4mal 
umkristallisiert (Methanol, Methanol/Aceton und Athanol) gab konstante Endaktivitét von 
58 + 2 ipm/mg fir Isochanoclavin-I (10) (entsprechen unverdinnt 1,2 + 0,1 - 104 ipm/mg). 
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Paliclavin (17) aus Einbau von [N-4CH3]-Chanoclavin-I (9*) am Paspalum-Stamm. 4 mg ent- 
sprechende Fraktion (6,5 - 103 ipm/mg), bestehend zu tiber 80% aus Paliclavin (17) neben Zer- 
setzungsprodukten, in Methanol mit Norit entfarbt, eingedampft, in Aceton aufgenommen und 
klar filtriert gab 2,0 mg; verdiinnt mit 18 mg inaktivem Paliclavin (17) 3mal umkristallisiert und 
HV.-sublimiert gab praktisch inaktives Material (17 ipm/mg). 


Paliclavin (17) aus Einbau von [N-14CH3]-Chanoclavin-I (9*) am Pennisetum-Siamm. 7 mg 
der polarsten Fraktionen, in denen die Anwesenheit von Paliclavin wahrscheinlich war (DC.), 
wie oben gereinigt, verdinnt und kristallisiert gab ebenfalls praktisch inaktives Paliclavin (17) 
(25 ipm/mg). 

Die Radioaktivitatsanalysen wurden im Radiochemischen Laboratorium der ETHZ (Leitung 
PD. Dr. P. Jordan) ausgefibrt. Herrn Dr. Kobel und seinen Mitarbeitern danken wir fir die An- 
zucht der Pilzkulturen. 
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